
Mod. C.E. - 1-4*7 






enemi^ per w c>vimppo'<^0(futtivo e 
XJfficio ItaCiand ^revetti e ^arcfii 





cto 



Autenticazione di copia di dpcumenti relativi alia dpmanda di brevetto per: 



Invenziome Industnale 



N. 



BO2002 A 000564 





Si dichiara che I'unita .c.op([a. e conforme ai documenfi originali' 
deposita.ti con la doniarida di brevetto sopraspecincafa, i qui dati 
risultano dall'accluso processo verbaie di depositp. 




Roma, li 




\L DIRIGENTE ' 



AL MINISTERO DELUINDUSTRIA DEL COMMERCIO E DELL'ARTIGIANATO MODULO A 

UF^ICIO ITALIANO BREVEITI E MARCHI - ROMA 

DOMANDA Dl BRE VETTO PER IN VEN2IONE INDUSTRi ALE, DEPOSITO RJSERVE. ANTICIPATA ACCESSIBILITA AL PUBBLICO 
A. RICHIEDENTE(I) 

1) Oenomlnazlone ' AT .FA WAP-^™MAl\l|Vf f^.p-A- . — - -i- 

Resldenza i^J^^gmo ScalO 4BE)- - 

2) Denominazione ' ^, , . 




J L.J.J 



Residenza I — 



I codice l_i_L..±_i.._L:±_i_i..„i_L_j_j._j J....1J 



B. RAPPRESENTANTE DEL RICHIEDENTE PRESSO L'U.LB.M. 

cognome e nome I : 

denominazione studio di appartenenza ! . 

via 



cod. liscale L..L. J_i. J. J . . LJ..i-i.,.J ...L ..L.J^i_..l. J 



x„iJ citti L 



cap 



i i » i (prov) L_i_j 



C. DOMICILIO ELETTIVO destinatario I ^ALEA JitASSEBMANtLS . p.JL_ 

vialRagazzi del. ' 99 i n.i i laSJ cma 1 Bologoa 

D. TITOLO classe proposta (sez/cl/sci) 1.-I.._L-L-J gruppo/sottogruppo Li^lJ L 

I RIFIDQBATTERI E PREPARAZIONI CHE LI OQNTEWGCTJD, 



I cap (prov) 



; - ! 



ANTICIPATA ACCESSIBILITA AL PUBBLICO: SI 1 NO J 
E. INVENTORI DESIQNATI cognome nome 

1) ! VISDQMI GIUSEPPE CMUDIQ 

2) i PrYTTTJT T.PinT\nr aARRTFTF 



SE iSTANZA: DATA Lj.^J / L..L.. J / 1 N' PROTOCOLLO L . .. 

cognome nome 

J 4) 1 FER RARI PA TRIZIO , 



F. PRIORITA 

nazione o organizzazione 

1) L. 



tipo di priorita 



numero di dcmanda data di deposito 



/ 



aliegato 
S/R 



2) I _.. _. .. ; i i i... ! I.. i_J/L..i l/!-.La..i..] iJ 

G. CENTRO ABILITATO DI RACCOLTA COLTURE 01 MICRORGANISMI, denominazione i BE T G TAN COQHDINATED CQLUCTIOtlS JOF 

T^XCROORGAT.TSMS BCCM Lr.5G - COI^GTION,. /uTmTv'EESITEIT 

H. ANNOTAZIONI SPECIALI 



SCIOGLIIVIENTO RISERVE 
Data N" Protoccllo 



L.J_.i L...! 



i Lj, 



DOCUMENTAZIONE ALLEGATA 

N.es. 



PROV 



Doc. 1) 12 I PMJ 

Doc. 2) ! • 

Doc. 3) LJ 

Doc. 4) LD 

Doc. 5) ! ' 

Doc.6) I.J I.MJ 

Doc. 7) [ ; 



n. pag. i 
n. tav. 



riassunto con disegno principale, descrizione e rivendicazioni (obbligalorio 1 esemplare5^i,^lVf£|j^'^ 



CUT] 



RIS ! 



,..\ disegno (obbligalorio se citato in descrizione, 1 esemplare 
lettera d'incaiico, procure o riferimento procura generale .. 

designazione inventore 

document! di priorlta con traduzione in itaiiano 

autorlzzazione o atto di cessione 

nominatlvo complete del richiedente 

8) attestati di versamento, totale MJRQ 188^51 . 

COMPILATO IL ! 06 1091 I 2002 1 FIRM A DEL (1) RICHIEDENTE (I) A^^A WAS 

coNTiNUA svNo LSI iDr^ GilainBaD^^ 

DEL PRESENTE ATTO 51 RICHIEOE COPIA AUTENTICA SI/NO LSI 




LiJ/L.iJ/l_iJ/Li_L..i_Li.j...i 

L i.M L-i_J / Lj. 1 /L. !..;-_= .i.j..L..i 
confronta singole priorita 

I 1 \I\.J !/!_!..] /Lj.:i 




_- J obbligalorio 

S.p,A- (Direttore Generale) 




UKicio rooviNCiALB 1MB. COMM. ART. DI fTAMFRA HT mMMf^RHT n T.A.A . DI BOLOGNA 

VERBALEDI DEPOSITO p||j|^j^^^||^ B O-Z002 A^^ 0 ^ ^ - J Beg. A 



codice 



L'anno miitenovecento L_ 



._J,llglomo L... 



n. iX) 




^ I, del mese di 




BBE 



il (1) richiedente (i) sopralndlcato (i) lia (hanno) presentato a me sottoscrltto la presente domanda, corredate dl n. UjU togli aggiuntivrper la concessione del brevetto soprariportato. 
I. ANNOTAZIONI VARIE DELLUFFICIO ROQANTE I NESSUNA 



L 



IL OEPOSITANTE 



CbllaPUo \ nlU 



. tirribrp 
V'^H'uflicb 




GANTE 



AGGIUNTA MODULO A 



E. INVENTORI DESIGNATI 

cognome nome 

I m i PANTALm MARTA RflSARIA 



FOQUO ACGiUNTIVO n. 
A. RICHIEDENTE (1) 

1 I 1 DenomlnazionA 1 


dftotaU 


DOMAf^OAN. 


REG. A 

BO2002A0 0 0 5 6 4 


NA. 

1 1 1 

Mil 






. : 


1 mm 1 

1 codlee I 1 1 1 1 .1 1 1 1 1 


1 1 1 1 1 1 1 


L_lJ Oenominazlone 1 








1 L.i_J 


ResMenza i 






1 eodfce I i i i i t i i i i 


1 I 1 1 1 1 t 


1 1 1 Denominazlone t 








1 1 I 

Mil 


Residenzfl 1 






I I 

1 codlce 1 I . "! 1 1 1 1 1 1 1 


1 

1 1 1 J^.J. L„J 


1 1 1 Denominazlone 1 








Mil 


Residenzfl 1 






1 codice 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 


1 1 1 1 1 1 1 


J Denominazlone 1 










J Li J 


Refildenza 1 






1 codlce 1 1 1 I.J 1 1. J. 


1 1 1 1 1 1 1 


1 1 1 Denominazlone 1 








1 i 1 
Mil 


Resldenza i 






i codice 1 1 J 1 1 1 1 i ) 1 


J_JL_l_i.^-lJ 



LiJi:,... 



J L 
JL 
J L 



cognome nome 



1 LUL 

._ J L.JL J L 



J LiJL 



L jJ i ^_ 

UJ i . 



J LiJ 



J 



LJL 



1 J L : 

L... _ 



F. PjRiGiiiTA 

nazione o organizzazione 

m I 



1 : 



i.i .11, . 



LlJL 



tipo di priofita 



L 



J L 



J L 



numero di domanda data di deposito 

I I LiJ/LL_j/i 



allegatb 
S/R 



J L 



J i. 



-J L_LJ / U_J / L . i I i^j L.J 

J i ■ .1/1 i I/ I I ■ 1 i LJ 

J LjJ/i ; l/I.L !.J. ' i. ■ 

J } ■ l/i ■ I n I 1 . I U 



J L 



J 1 ■ I/I ■ 1/ U 



FIRMA DEL (I) RICHIEDENTE (11 I AT .FA ^TAS 

I Dr. Gianpa olo Gl 



^ S> p,A. (Direttore Generale) 



- 


.SCIOGLIMENTO RISERV'E 




Data 


N" Protocdllo 




1 1 J [.±_J 


1 i i 1 i ! 1 ! 




L.^J 1 1 1 


1 . ! ; 1 'i 1 ! 




1 .i„J Li. J 






l_lJ [ 1 1 


(. 1" 1 : 1 1 1 J 


UJ 


1 1 LLi 1 


1 1 1 1 1 1 1 1 









SPAZIO RISERVATO ALL'UFFICIO ITAUANO BREVETTI E MARCHI 



PROSPETTO A 



RIASSUNTO INVEN2IONE CON DISEGNO PRINCIPALE . ^ 

NUMERODOMANOA gQ2QQ2^ ^ ^ ^ ^ ^' * OATADIOEPOSITO ^ ^^1. 2002 

NUMERO BREVETTO DATA Of RILASOO 

A. flICHIEDENTE (1) 

OencHnhiarioiie ^LFA WASSE3«MNM S^p.A. 

Reskteflxa Alanno Scalo (PE) 

D. TITOLO 

BinDOBATTEfa: E PREPARAZICm CHE U CXMEENSONO. ' 



Cla$$« proposia {sez./cLsc(') . . (gruppo/sottogruppo) / 

L. RIASSUNTO 



La presente invenzione rigyarda colture biologicamente pure di due ceppi di 
Bifidobacterium longgm denominati Wll e Wlla e depositati presso la Belgian 
Coordinated Collecticxis of Microorganians (BCCM) che li ha registrati con i 
Humeri di accesso IMl P-21586 e LMG P-21587, il loro uso come probiotici in 
preparazioni di tipo fannaceutico od alimentare e le preparazioni di tipo 
farmaceutico od alimentare che le contengono utili nel favorire la salute 
gastrbintestinale e nella prevenzione e nel trattamento delle patologie 
intestinali, 

ALFA WASSEFMANN S.p.A, 




M. DISEGNC 



Descrizione dell' Invenzione Industriale dal titolo: 
"BIFIDQBATTERI E PREPARAZIONI CHE LI CONTENGQNO." 



a nome: 



ALFA WASSERMANN S.pA. 



Contrada Sant'Emidio s.n.c. 



65020 Alanno Scalo (Pescara) 



Inventori designati: 1) Giuseppe Claudio Viscomi 



2) Leone Gabriele Rotini 



3) Lorenzo Morelli 



4) Patrizio Ferrari 



5) Maria Rosaria Pantaleo 



Dep. il 



0 6 SET. 2002 



No. 



BO2002AO 0 0 5 6 4 



RIASSUNTO DELL' INVENZIONE 

La presente invenzione riguarda collure biologicamente pure di due ceppi di 
Bifidobacterium longum denominati Wll e Wlla e depositati presso la Belgian 



numeri di accesso LMG P-21586 e LMG P-21587, il loro uso come probiotici in 
preparazioni di tipo farniaceutico od alimentare e le preparazioni di tipo 
farmaceutico od alimentare che le contengono utili nel favorire la salute 
gastrointestinal e nella prevenzione e nel trattamento delle patologie intestinali. 

AMBITO DELL'INVENZIONE 

La presente invenzione riguarda I'uso di microrganismi non patogeni del genere 
Bifidobacterium Longum per favorire la salute gastrointestinale e in particolare per 



Coordinated Collections of Microorganisms (BCCM) che li ha registrati con i 
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la prevenzione e/o il trattamento dei disturbi dell'apparato digestive, 
particolare deirintestino. 

Sono noti da molto tempo vari generi di batteri utilizzati come agenti fermentanti 
per preservare i generi alimentari o per preparaie dal latte cibi come yogurt o altri 
prodotti caseari; questi batteri vengono chiamati con il termine generale di "lactic 
acid bacteria" e comprendono numerosi generi tra cui Lactococcus, Lactobacillus, 
Streptococcus, Bifidobacterium e Pediococcus. 

Piu recentemente, . questi batteri sono diventati oggetto di maggiore attenzione 
perche, quando ingeriti, hanno mostrato importanti proprieta sulFuomo e sugli 
animali; in particolare ceppi di Lactobacillus o Bifidobacterium, talora 
somministrati in combinazione fra loro, si sono rivelati efficaci nel colonizzare la 
mucosa intestinale e nel contribuire alia buona salute dell'individuo, preveriendo la 
colonizzazione da parte di altri niicrorganismi daniiosi, corne riportaLO aei breveUi 
US 5,494,664 e US 6,241,983 e ncUe domande di brevetto internazionali WO 
0033854 e WO 0110453. 

Questi microrganismi vengono anche designati con il termine "probiotici" ed un 
requisite fondamentale per il loro effetto benefico e che raggiungano la mucosa 
intestinale in un numero e con una vitalita tali da potere persistere e colonizzare 
I'intestino, quindi e necessario che siaho adeguatamente resistenti al basso pH dello 
stomaco. 

L'assunzione di prodotti probiotici e consigliata in caso di disturbi intestinali, come 
costipazione o diarrea e dope periodi di trattamento con antibiotici, in particolare 
cioe in tutti quei casi che portano ad un impoverimento della flora batterica 
intestinale ed anche in tutti quei casi in cui una alimentazione povera di fibre, 
cpndizioni ambientali, o stress riducono la vitalita della flora batterica intestinale. 



L'obiettivo di tale somministrazione e di ripristinare adeguati livelli di 
rriicrorganismi naturalmente presenti nella flora batterica umana mediante Tuso di 
ceppi batterici ben caratterizzati ed estratti dalla flora di individui sani. 
L'attivita di colonizzazione di microrganismi esogeni neH'intestino dipende dalla 
lore concentrazione, dalla loro capacita a colonizzare e dalle condizioni ambientali 
che incontrano neir intestine, in quanto una maggiore quantita assunta, un'alta 
capaeita a colonizzare e condizioni ambientali idonee favoriscono il suo effetto 
protettivo e curativo tramite la colonizzazione di grandi proporzioni neirintestino 
senza peraltro avere effetti dannosi trattandosi di prodotti di origine naturale. In 
particolare e da sottolineare che I'eventuale presenza di fibre alimentari, quali ad 
esempio Tinuliha o i frutto-oligosaccaridi, favorisce particolarmente la 
colonizzazione in quanto questi composti costituiscono un substrate per il 
probiotico e qiiindi aiinientano la probabilita di colonizzazione. Pei questa ioro 
azione sinergica con il probiotico detti oligosaccaridi sono stati denominati anche 
"prebiotici". : ■ 

DESCRIZIQNE DELL^INVENZIONE 

L'oggetto della presente invenzione e costituito da colture biologicamente pure di 
due ceppi di Bifidobacterium longum denominati Wl 1 e Wl la e depositati presso la 
Belgian Coordinated Collections of Microorganisms - BCCM LMG-Collection che 
li ha registrati con i numeri di accesso LMG P-21586 (sigla di laboratorio W-1 1) e 
LMG P-21587 (sigla di laboratorio W-1 la), dal loro uso come probiotici in 
preparazioni di tipo farmaceutico od alimentare e dalle preparazioni di tipo 
farmaceutico od alimentare che le contengono utili nel favorire la salute 
gastrointestinale e nella prevenzione e nel trattamento delle patologie intestinali. 



I due ceppi di Bifidobacterium longum Wll e .Wlla sono stati isolati dalla flora 
batterica intestinale naturale di un individuo sano e sono stati selezionati tra 
numerosi altri ceppi di Bifidobacterium longum isolati contemporaneamente perche 
hanno mostrato una capacila colonizzante sulla flora batterica intestinale ed una 

capacita di adesione alle cellule intestinali, caratteristiche entrambe che ne fanno 
ottimi agenti probiotici capaci di favorire la buona salute del tratto gastrointestinale 
e di ripristinarne la funzionalita alterata dalle gastroenteriti di varia origine. 
Le colture batteriche oggetto della presente invenzione sono state prodotte prima in 
laboratorio e quindi in preparazioni industrial! e sono costituite da ceppi puri che 
sono stati cresciuti a 37°C per 20 ore in un opportune mezzo di coltura denominato 
TPY contenente come ingredienti principali peptone triptico di caseina, peptone di 
sola, estratto di lievito e glucosio oltre a sali di potassio, calcio, magnesio e zinco. 
Da qiieste coltura pri marie sono stale preparale .delle successive sub-collure alio 
scopo di aumentare il numero di cellule dei ceppi puri fino ad ottenere le colture 
inadn che sono servile come inoculo per la produzione industriale delle colture 



batteriche dei due probiotici Bifidobacterium longum Wll e Wl la. /^^^^^^^^/^^"^ 
II processo di produzione industriale di dette colture batteriche prevede le f^^^^%^f4:rs. { '^3 



fasi: 

1 . fermentazione a un pH controllato compreso tra 5,5 e 7,5; ^"^^l^p 

2. separazione della biomassa batterica dal brodo colturale mediante 
centrifugazione; 

3. liofilizzazione della biomassa batterica, dopo aggiunta di opportuni 
crioprotettori scelti tra protidi, carboidrati e sali minerali per saivaguardare la 
vitalita cellulare durante la fase di congelamento e liofilizzazione, 
eventualmente anche con 1' aggiunta di un precipitato proteico con lo scopo di 



aumentare la resistenza del ceppo alia degradazione enzimatica ed a condiHeitit- 
di pH acido; 

4. macinazione e granulazione della coltura liofilizzata. 

II prodotto cosi preparato contiene mediamente da circa 1x10^^ a IxlO^'^ cellule vive 
di Bifidobacterium longum Wl 1 o Wlla per grammo di prodotto finale, analizzato 
secondo metodi microbiologici di conta batterica noti ad un esperto dello state 
dell'arte, qiiali ad esempio quelli riportati in Ison A. P. and Matthew G. B., Applied 
Microbial Physiology a practical approach, Rhodes P. M. and Stanbury P.P. Editors 
- IRL Press Oxford, 103-130, 1997. 

Le colture batten che sono state testate in prove di colonizzazione dell'intestino di 
topi con risultati positivi in quanto la conta della quantita di carica batterica di 
Bifldobacterium longum LMG P-21586 o LMG P-21587 ha evidenziato un valore 
superiore a 1 x 10^ cellule vive per grammo di feci di topo. 

Ulteriore oggetto della presente invenzione, strettamente derivante dalPoggetto 
principale, e coslituilo dall'uso delle colture biologicamenle pure ottenute dai ceppi 
di Bifidobacterium longum Wll o Wlla come probiotici in preparazioni di tipo 
farmaceutico od alimentare utili nel favorire la salute gastrointestinale e nella 
prevenzione e nel trattamento delle patologie intestinali quali diarree, gastroenteriti 
di varia origine, stipsi, colon irritabile, malattia diverticolare e malattie 
infiammatorie croniche dell' intestino. 

L'efficacia delle colture batteriche contenenti il Bifidobacterium longum Wll o 
Wl la nel favorire la salute gastrointestinale puo essere aurnentata aggiungendo alle 
preparazioni di tipo farmaceutico od alimentare che le contengono delle fibre 
alimentari sotto forma di oligosaccaridi non digeribili, ad esempio frutto- 
oligosaccaridi od inulma, che non vengono assorbiti ne idrolizzati nel prirno tratto 
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deirintestino e potenziano I'attivita e stimolano il metabolismo dei ceppi di 
Bifidobacterium longum LMG P-21586.e LMG P-21587 a svantaggio dei batteri 
patogeni. Gli oligosaccaridi preferiti neirattuazione della presente invenzioiie sono 
miscele di frutto-oligosaccaridi composti da un'unita di base formata da una 
molecola di glucosio (G) unita ad una catena di molecole di fruttosio (F) di formula 
generale GFn, con n < 4, aventi un grado di polimerizzazione, cioe un numero di 
unita monosaccaridiche, compreso tra 2 e 20. I frutto-oligosaccaridi che vengono 
usati come prebiotici in associazione ai due tipi di probiotici oggetto della presente 
invenzione hanno un grado di polimerizzazione compreso tra 2 e 10, 
preferibilmente tra 3 e 6. 

Le preparazioni oggetto della presente invenzione possono.contenere, insieme ad 
eccipienti vari come dolcificanti, ad esempio aspartame, mannitolo o sorbitolo, 
aromatizzanti e .coloranti, vitamine, preferibilmente vitaniine dei giuppi E, Bl, B2, 
B6 e B12, che hanno lo scopo di favorire ulteriormente la salute ripristinando la 

componentc vitaminica che subisce una foite nduzione durante le patologie del. 
tratto intestinale. 

Oggetto della presente invenzione sono sia preparazioni farmaceutiche che prodotti 
alimentari contenenti colture batteriche di Bifidobacterium longum denominati W 1 1 
e Wlla e registrati con i numeri di accesso LMG P-21586 o LMG P-21587, 
opzionalmente in associazione con prebiotici, preferibilmente frutto-oligosaccaridi 
o inulina, e/o con vitamine, preferibilmente vitamine dei gruppi E, Bl, B2, B6 e 
B12. 

Le preparazioni farmaceutiche sono costituite preferibilmente da composizioni 
somministrabili per via orale sotto forma di capsule, compresse, bustine, tavolette, 
sospensioni liquide, supplementi orali secchi, supplementi orali liquidi, fiale ed altre 
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ancora contenenti una carica batterica di cellule vive di Bifidobacterium longum 

Wl 1 o Wl la alia fine del periodo di stabilita compresa tra 1 x 10^ ed 1 x 10". 

Le suddette preparazioni farmaceutiche possono contenere anche agenti prebiotici 

come i frutto-oligosaccandi o I'inulina, preferibilmente da 0,5 a 5g di frutto- 
oligosaccaride per dose, ancor piu preferibilmente da 1 a 3g, e/o vitamine, 
preferibilmente vitamine dei gruppi E, Bl, B2, B6 e B 12. 

7 I 1 

Quantita di probiotico da 1 x 10 a 1 x 10 di cellule vive di Bifidobacterium 
longum possono essere incorporate anche nella produzione di svariati tipi di 
prodbtti alimentari quali latte, yogurt, formaggi freschi come ricotta, stracchino e 
mozzarella, gelati, prodotti a base di latte fermentato, prodotti a base di cereali 
fermentati, polveri a base di latte, prodotti per I'infanzia e prodotti per animali 
domestici. 

! test di verifica della couta batterica ■.Iianno evidenziaLO coiuc eairambi i ceppi di 
Bifidobacterium longum oggetto della presente invenzione siano resistenti tanto da 
non subire morlalita riievaute ne durante i processi tecnplogici di produzione delle 
preparazioni farmaceutiche od alimentari, ne durante il normale periodo. di 
stoccaggio degli stessi. Infatti queste preparazioni batteriche sono state sottoposte a 
prove di stabilita che hanno dimostrato una ottima resistenza dei due ceppi batterici 
a temperatura ambiente tale da permetterne la loro comrnercializzazione per un 
periodo non inferiore a 2 anni da quandp vengono prodotti. 

Gli esempi di seguito riportati servono ad illustrare ulteriormente T invenzione e non 
devono essere considerati come una limitazione alia medesima. 
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ESEMPIO 1 

METQDO PI PRQDUZIQNE DELLA CQLTURA BATTERICA DEL CEPPO PI 

BIFIDOBACTERIUM LONGUM Wll 

La "coltura priniaria" del ceppo di Bifidobacterium longum Wll utilizzata come 
inoculo nelle fermentazioni industriali corrisponde esattamente a quella depositata 
presso la Belgian Coordinated Collections of Microorganisms - BCCM LMG- 
Collection - Laboratorium voor Microbiologic, Universiteit Gent, la quale in sede di 
accettazione del ceppo inviato ha confermato la purezza e vitalita del ceppo e lo ha 
registrato con il nurhero di accesso LMG P-21586. 

Per ottenere questa "coltura primaria", il ceppo suddetto e stato cresciuto in un 
terreno di coltura denominato TPY avente la seguente coniposizione riportata ad un 
litro: 



- Pentone frinfirn Hi rq^ipinn 



1 n 

1 \j 



- Peptone di soia 

- Estiatto di lievito 

- Glucosio 

- K2HPO4 anidro 

- MgCb • 6 H2O 

- ZnS04 • 7 H2O 
-CaCl2-2H20 

- Tween 80 

- Cisteina cloridrato 

- Acqua bidistillata 



g 
g 
g 
g 
g 
g 

g 
ml 

g 

q. b. a ml 



5 
5 

10 
2 

0,5 
0,25 
0,15 
1 

0,5 
1000 
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La crescita e stata effettuata a 37 °C per 20 ore quindi la coltura e stata ripartitarcon 

Taggiunta di opportuni crioprotettori sceiti tra protidi, carboidrati e sali minerali, in 

fiale che sono state congelate e stoccate in azoto liquido a -196 ^C. 

A partire dalla "coltura primaria", con una percentuale di inoculo del 3%, sono state 

preparate 3 sub-colture con lo scopo di espandere il numero di cellule del ceppo 

batterico. 

L'ultima sub-coltura di circa 10 litri, denominata "coltura madre", e servita ad 
inoculare il reattore della "coltura intermedia" con capacita di circa 300 litri. 
II successivo processo di produzione industriale della coltura biologicamente pura 
di Bifidobacterium longum Wl 1 comprende le seguenti fasi: 

1 . fermentazione a pH controllato tra 6,5 e 7,0; 

2. separazione della biomassa batterica dal brodo colturale; 

,3. protezione della biomassa batterica con soluzione di crioprintettori sceiti tra 
protidi, carboidrati e sali minerali alio scopo di salvaguardare la vitalita cellulare 
durante le successive fasi di congelamento e liofilizzazione, e eventualmcnte 
anche mediante inclusione in un precipitato proteico con lo scopo anche di 
conferire una resistenza del ceppo alia degradazione enzimatica e a condizioni 
di pH acido; 

4. . liofilizzazione; 

5. macinazione e granulazione della coltura liofilizzata; 

6. miscelazione della coltura liofilizzata; 

7. confezionamento. 

II prodotto ottenuto contiene circa 8-10x10^^ cellule vitali per grammo. 
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ESEMPIO 2 

METODO PI PRODUZIONE DELLA COLTURA BATTERICA DEL CEPPO PI 
BIFIDOBACTERIUM LONGUM Wl 1 a 

Utilizzando la metodica descritta neU'esempio 1 e stata preparata la coltura 
batterica biologicamente pura del Bifidobacterium longum Wl la partendo da una 
"coltura primaria" del ceppo di Bifidobacterium longum esattamente corrispondente 
a quella depositata presso la Belgian Coordinated Collections of Microorganisms - 
BCCM LMG-Collection - Laboratorium voor Microbiologic, Universiteit Gent che 
ha confermato la purezza e vitalita del ceppo e lo ha registrato con il numero di 
accessoLMGP-21587. 

ESEMPIO 3 

PROVE PI COLON IZZAZIONE IN VIVO 

I test sono stati condotti su 4 gruppi di 2 topi, ciascun topo ha ricevuto due dosi, a 
distanza di 16 ore I'una dalFaltra, di una soluzioue glucosala contente una 
concentrazione di Bifidobacterium longum LMG P-21586 pari a 1,6 x 10^ CFU/60 



L'abilita del ceppo nella colonizzazipne nelPintestino di questi topi e stata 
determinata mediante misura della quantita di Bifidobacterium longum presente 
nelle feci: il primo campionamento e stato effettuato prima dell'inizio delle 
somministrazioni, mentre i successivi campionamenti sono ' stati fatti 
rispettivamente a 2, 4, 8, 24, 48 ore dopo la seconda somministrazione. La quantita 
del ceppo di Bifidobacterium longum determinata nelle feci e risultata deH'ordine di 
10^ CFU/g, dando cosi I'evidenza dell'avvenuta colonizzazione. In particolare e 
stato riscontrato che rispetto a tutti i ceppi di bifidobatteri riscontrati nelle feci, il 




Bifidobacterium longum e risultato essere il principale componente della flora 
batterica. 



ESEMPIO 4 

FORMULAZIONE IN BUSTINE IN ASSOCIAZIONE CON FRUTTO- 
OLIGOSACCARIDI E VITAMINE 

A titolo di esempio viene riportata la preparazione di bustine da 3 g I'una da 
sciogliere in acqua o latte contenenti ognuna 250 mg di coltura batterica 
biolpgicamente pura corrispondenti a circa 2 x 10 cellule vive di Bifidobacterium 
longum Wll, 2500 mg di frutto-oligosaccaridi e vitamine dei gruppi Bl, B2, B6 e 



In particolare, come frutto-oligosaccaride e stato usato ii prodotto commercialmente 



oligosaccaridi composti da una catena di niolecole di fruttosio unita a una molecola 
di glucosio di forniuia geaerale GFn con n < 4 e con un grado di poiimerizzazione 
compreso tra 2 e 10. 



B12. 



rllQnnnihilp Hpnnminintn A rti }i rrj-jf @ 950P cl 



tituito da una miscela di frutto- 
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In dettaglio la composizione quali-quantitativa delle bustine e la seguente: 



Componente 


Mb 


Bifidobacterium longum Wl 1 


250 


Actilight ® 950P 


2500 


Viteimina B 1 


1,4 


Vitamina B2 


1,6 


Vitamina B6 


2 


Vitamina B 12 


0,001 


Aroma Mandarine 


20 


Aspartame 


20 


Silice coUoidale 


10 


Sorbitolo 


195 




Metodica di preparazione 

Vierie effettuata una prima fase di miscelazione delle vitamine con una parte 
aliquota di Actilight ® 950P seguita da setacciatura su rete con luce netta da 0,5 
mm. Questa prima miscela viene addizionata di una seconda parte aliquota di 
Actilight ® 950P e si precede ad una nuova fase di miscelazione. Infme viene 
effettuata Taggiunta della coltura batterica di Bifidobacterium longum Wll, della 
restante quota di Actilight ® 950P e degli altri componenti previsti in formula con 
una ulteriore fase di miscelazione seguita da una setacciatura finale su rete da 0,8 
mni. 

II prodotto viene quindi ripartito in bustine di alluminio al peso di 3 g. 11 processo 
tecnologico di preparazione delle bustine non determina alcun danneggiamento 
della vitalita del ceppo. 
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Prove di stabilita 

Le prove di stabilita sono state condotte suUe bustine misurando la carica batterica 
al tempo zero e dopo rispettivamente 1, 2, 3 mesi di stoccaggio a 22° C e 
determinando cosi il tempo di emivita. L'analisi dei dati dopo 1,2,3 mesi ha 
evidenziato che la mortalita in questi intervalli di tempo e stata molto contenuta, per 
cui con la formulazione in bustina sopra riportata risulta che dopo circa 2 anni si ha 
un numero di cellule vive per dose non inferiore a 5x10^ cellule. Tale risultato 
evidenzia come questa preparazione sia del tutto adeguata per gli scopi che la 
presente invenzione intende ottenere. 
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ESEMPIO 5 \ 
FORMULAZIQNE IN CAPSULE SOFT GEL IN ASSOCIAZIONE^~CON 
VITAMINE 

Capsule soft gel della seguente composizione quali-quantitativa: 



C~^n m n n n p n i'p 

\f 111 Lf V 11 1 1 V 


mg 


RifiHoh/irtpHiim Inncriim \X/1 1 




IVfnnn p HicrlippriHi HpctIi iiPiHi QrjiQQi 


14 


OHo Hi Qoia 

VyiHJ KILL oVJiu. 








Tocnfproli n?)tnrali TF^ 




Tiammina mononitrato (B 1 ) 


2,072 


Piridossina cloridrato (B6) 


2,918 


Riboflavina (B2) 


1,920 


Cianocobalamina 0, 1 % (B 1 2) 


1,300 


Gelatina alimentare 


116 


Glicerolo 


71 


Titanio biossido 


4,140 


Ferro ossido giallo 


0,200 



sono state preparate facendo una sospensione omogenea della coltura batterica di 
Bifidobacterium longum Wll, delle vitamine, della lecitina di soia e dei mono e 
digliceridi degli acidi grassi in olio di soia, ripartendo la suddetta sospensione in 
capsule del formato 7,5 ovale costituite da gelatina alimentare, glicerolo, biossido di 
titanio e ferro ossido giallo ed infine essiccando con flusso di aria a temperatura di 
circa 21*^C e con circa il 20% di umidita. 
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RIVENDICAZIONI 

1 . Una coltura biologicamente pura costituita dal ceppo di Bifidobacterium longum 
LMGP-21586. 

2. Una coltura biologicamente pura costituita dal ceppo di Bifidobacterium longum 
LMGP-21587. 

3. Uso delle colture biologicamente pure secondo ciascuna delle rivendicazioni 1 e 
2 come probiotici in preparazioni di tipo farmaceutico od alimentare per 
favorite la salute gastrointestinal e per prevenire e trattare le patologie 
intestinali. 

4. Preparazioni di tipo farmaceutico od alimentare contenenti una carica batterica 
compresa tra 1 x 10 ' e 1 x 10 " di cellule vive provenienti da una coltura 
biologicamente pura costituita dal ceppo di Bifidobacterium longum LMG P- 



5. Preparazioni di tipo farmaceutico od alimentare contenenti una carica batterica 
compresa tra 1 x 10 ^ e 1 x 10 ^' di cellule vive provenienti da una coltura 
biologicamente pura costituita dal ceppo di Bifidobacterium longum. LMG P- 



6. Preparazioni secondo ciascuna delle rivendicazioni 4 e 5 caratterizzate dal fatto 
di contenere un prebiotico sotto forma di oligosaccaridi. 

7. Preparazioni secondo la rivendicazione 6 caratterizzate dal fatto che gli 
oligosaccaridi sono dei frutto-oligosaccaridi con un grado di polimerizzazione 
compreso tra 2 e 10 o inulina. 

8. Preparazioni secondo ciascuna delle rivendicazioni da 4 a 7 caratterizzate dal 
fatto di contenere vitamine. 



21586. 



21587. 
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9. Preparazioni secondo la rivendicazione 8 caratterizzate dal fatto che le vitamine 
sono le vitamine E, Bl, B2, B6 e B12. 

10. Preparazioni secondo ciascuna delle rivendicazioni da 4 a 9 caratterizzate dal 

fatto che sono scelte tra capsule, compresse, bustine, tavolette, sospensioni 
liquide, supplementi orali secchi, supplementi orali liquidi, fiale, latte, yogurt, 
formaggi freschi, gelati, prodotti a base di cereali fermentati, polveri a base di 
latte, prodotti per I'infanzia e prodotti per animali domestic! . 





ALFA WASSERMANN S.p.A. 
(II Direttore Generale) 
Dr. Gifimpaolo GiroUi 
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